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Результаты исследовнаия показали, что при стрептозотоцин-индуцированном диабете от-
мечаются существенные нарушения в состоянии тиол-дисульфидной и аскорбатной окислительно-
восстановительных системах ткани сетчатой оболочки глаза. Применение авастина улучшает
нарушенные в связи с развитием диабета показатели в пределах 18,4–53,3 % (р<0,05), в то
время как альфа-липоевая кислота вызывает их положительную коррекцию в пределах до 54,8 %
(р<0,05). Комбинированное применение авастина и липоевой кислоты сопровождается потен-
цированным терапевтическим действием в отношении исследуемых показателей, что может объ-
яснять высокую эффективность данной комбинации фармакологических препаратов при клини-
ческом применении.
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та, перекисное окисление.
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Introduction. Diabetic retinopathy pathogenesis includes mechanisms of the deterioration of reti-
nal neurons activity, which is expressed in generation of oxidative radicals and local antioxidant po-
tential exhaustion. Also newly created vessels, induced by vessels endothelial growth factor (VEGF)
represents the substantially important mechanism of retinopathy genesis.
The aim of investigation. To investigate the state of defensive antioxidant thiol-disulfide and ascor-
bic acid systems in retinal tissue both in experimental diabetes and under condition of treatment, which
included lipoic acid as antioxidant and axitinib as anti-VEGF treatment.
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Вступ
За даними ВООЗ та Міжна-
родної діабетичної федерації,
захворюваність на цукровий
діабет (ЦД) невпинно зростає
і до 2030 р. у світі кількість та-
ких хворих становитиме біль-
ше ніж півмільярда [14]. Серед
хворих на ЦД розповсюдже-
ність діабетичної ретинопатії
(ДР) сягає від 10 до 90 % [1; 6].
Як правило, через 5–7 років
після початку захворювання на
ЦД діабетична ретинопатія ви-
значається у 15–20 % хворих,
через 10 років — у 50–60 %, а
через 15–20 років — у 80 % [9;
10]. Найбільш тяжким усклад-
ненням ЦД є сліпота, що вини-
кає у 70 % як результат про-
гресивного розвитку ДР [2; 5;
11]. За цих умов світовий до-
свід свідчить, що ранні та вчас-
ні діагностика і лікування ДР
здатні запобігти сліпоті майже
у 90 % хворих.
Разом із тим існуючі мето-
ди фармакотерапії та фар-
макопрофілактики потребують
подальшого удосконалення і
застосування новітніх засобів.
Беручи до уваги той факт,
що ендотеліальний фактор рос-
ту судин (VEGF) відіграє ви-
значну роль у розвитку неова-
скуляризації сітківки ока та
формуванні ДР [4; 13], метою
роботи було вивчення дії бло-
каторів VEGF на прояви діабет-
викликаних порушень з боку
тіол-дисульфідної та аскорбат-
ної окисно-відновних систем
сітківки ока. В експерименті
було вивчено фармакологічні
властивості авастину (беваци-
зунабу) та при його поєднанні
з альфа-ліпоєвою кислотою.
Авастин є рекомбінантним мо-
ноклональним антитілом, що
блокує дію ізоформ VEGF і
гальмує процеси неоваску-
ляризації, запобігає розвитку
набряку сітківки та покращує
функціональні показники зору.
Отже, авастин впливає на
основну патогенетичну ланку
розвитку ДР. Альфа-ліпоєва
кислота відома своїми антиок-
сидантними властивостями, а
саме — здатністю активувати
ферментативну складову ан-
тирадикального захисту.
На нашу думку, поєднання
цих двох препаратів приведе
до потенціювання їхньої дії та
значно покращить ефективність
лікування проявів ДР [4]. Саме
при ЦД альфа-ліпоєва кисло-
та зменшує перекисне окис-
нення ліпідів у периферичних
нервових закінченнях сітківки,
що сприяє покращанню ендо-
неврального кровотоку та збіль-
шенню швидкості проведення
нервового імпульсу. Таким чи-
ном, при ЦД альфа-ліпоєва
кислота приводить до більш
ефективної утилізації глюкози,
накопичення макроергічних
фосфатів і запобігає розвитку
нефропатій.
Матеріали та методи
дослідження
Дослідження виконані в
хронічному експерименті на
57 щурах-самцях лінії Вістар,
яких утримували за стандарт-
них умов віварію Одеського
національного медичного уні-
верситету (ОНМедУ). Дослі-
дження проводили у відповід-
ності до вимог GLP і комісії з
біоетики ОНМедУ (протокол
№ 84 від 10 жовтня 2008 р.).
Експериментальний ЦД ви-
кликали внутрішньоочеревин-
ним застосуванням натщесер-
це стрептозотоцину (СТЦ) до-
зою 50,0 мг/кг (“Sigma Aldrich.ru”,
РФ), який попередньо розчи-
няли в буферному натрієво-
цитратному розчині (рН 4,5). Че-
рез один і два тижні з момен-
Methods of investigations. In 57 Wistar rats diabetes have been modeled via i. p. streptozotocin
administration (50.0 mg/kg, i. p.). In 0.5 months from the moment of streptozotocin injection and dur-
ing next two months treatment with alpha-lipoic acid (20.0 mg/kg, i. p., daily) and avastin (0.5 mg,
intravitreally, monthly) started with the consequent determination of the level of thiols and disulfides in
retinal tissue with amperometric method. Also the ascorbic acid (AA) level along with oxidated forms
of acid were determined with 2,4-dinitrophenylhydrazine.
Results of investigation. The combined administration of avastin and lipoic acid resulted in the
significant increase of thiol groups content when compared with the control group data — by 51.1%
(P<0.05). At the same time the level of disulfide groups was reduced by 29.0%, (P<0.05), pertained to
such one in control group. The level of restored form of AA was also increased 4.7 times after com-
bined administration of avastin and lipoic acid. Also the level of restored AA exceeded corresponded
data in groups with separate administration of avastin and lipoic acid 2.2 and by 2.1 times corre-
spondently (Р<0.05). The total level of AA also exceeded such ones in groups with separate adminis-
tration of avastin and lipoic acid — 2.0 and by 1.9 times correspondently (Р<0.05).
Conclusions. 1. Streptozotocin-induced diabetes in rats results in the substantial deterioration of
the thiol-disulfide and ascorbic acid antioxidative systems in the retina tissue which is in favor for
vision disturbances. 2. Avastin administration is followed by the improvement of investigated indices
by 18.4–53.3% (P<0,05) pertained to initial level. 3. Alpha lipoic acid produced correction of diabet-
induced worsening of investigated indices by up to 54.8% (P<0.05). 4. Combined administration of
avastin and lipoic acid is resulted in the potentiation of pharmacological therapeutic effects and corres-
ponded improvement of investigated indices. 5. The combined administration of avastin and lipoic
acid is possible to recommend for clinical practice.
Key words: strepozotocin, diabetic retinopathy, avastin, lipoic acid, oxidative stress.
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ту застосування СТЦ у веноз-
ній крові тварин, яку отримува-
ли з хвостової вени, визнача-
ли вміст глюкози і в подаль-
ших спостереженнях викорис-
товували щурів, у яких цей рі-
вень становив більше 300 мг/дл
[15]. Вміст глюкози вимірюва-
ли о 9.00 за умов вільного до-
ступу щурів до їжі протягом
ночі. Під час усього спосте-
реження експериментальним
тваринам вводили інсулін (0–
2 МО підшкірно два–п’ять ра-
зів на тиждень) [15].
Експериментальних тварин
було розподілено на п’ять груп:
1 — інтактні (11 тварин); 2 —
щури з відтвореним діабетом
без лікування (13 тварин); 3 —
щури, яким уводили авастин
(“F. Hoffmann-La Roche Ltd.”,
Швейцарія) внутрішньовітре-
ально один раз на місяць дозою
0,5 мг на введення (12 тва-
рин); 4 — щури з діабетом,
яким щодоби вводили ліпоєву
кислоту («Солгар Вітамін і
Херб», США; 20,0 мг/кг, внут-
рішньоочеревинно) протягом
двох місяців (10 тварин); 5 —
щури, яким щодоби вводили
ліпоєву кислоту протягом двох
місяців, а також застосовува-
ли авастин (11 тварин). Щурам
перших двох груп за аналогіч-
них умов уводили фізіологіч-
ний 0,9 % розчин NaCl.
По завершенні спостережен-
ня здійснювали евтаназію і ви-
лучали тканини очного яблука.
Після видалення у щура сітчас-
тої оболонки обох очей її гомо-
генізували в 9 об’ємах 0,15 М
KСl на холоді, який також міс-
тив 1 мМ EDTA, що дозволя-
ло приготувати 10 % гомогенат
(за вмістом тканини сітківки).
Цей гомогенат було використа-
но для вивчення вмісту SH-/SS-
груп, аскорбінової кислоти (АК)
— загальної, редукованої та
окисненої форм, яке здійсню-
вали за допомогою амперомет-
ричного титрування [8]. За-
гальний вміст АК та вміст її
окиснених форм вимірювали
динітрофенілгідразиновим ме-
тодом [7].
Результати дослідження об-
робляли статистично з викори-
станням методу ANOVA і тес-
ту Newman–Keuls.
Результати дослідження
та їх обговорення
Наприкінці спостереження у
щурів з діабетом за відсутнос-
ті застосування лікувальних
заходів маса тіла перевищува-
ла показник, який реєстрував-
ся до початку експерименту на
6,5 % (р>0,05), тимчасом як у
щурів групи контролю цей по-
казник становив 34,1 % (р<0,05;
табл. 1).
Рівень тіолових груп у тка-
нині сітківки ока у щурів із діа-
бетом був на 41,4 % меншим,
порівняно з таким у тварин гру-
пи контролю (інтактні щури;
р<0,05), тимчасом як вміст SS-
груп перевищував відповідний
показник у групі контролю в
1,5 рази (р<0,05). При цьому
загальний вміст тіол-дисульфід-
них груп у щурів із СТЦ-діабе-
том був на 22,3 % меншим,
ніж у групі контролю (р<0,05;
табл. 2).
У групі щурів, яким застосо-
вували авастин, вміст тіолових
груп залишався меншим, ніж у
групі інтактних щурів (на 30,6 %;
р<0,05), хоча порівняно з показ-
ником у щурів з діабетом, які
не отримували лікування, зрос-
тання становило 18,4 % (р>0,05).
Відповідні міжгрупові відмін-
ності у щурів із застосуванням
ліпоєвої кислоти сягали 22,7 %
(р>0,05) та 33,7 % (р<0,05).
Водночас при поєднаному за-
стосуванні авастину та ліпоє-
вої кислоти вміст тіолових груп
зростав, порівняно з показни-
ком у нелікованих щурів з діа-
бетом, на 51,1 % (р<0,05) і при
цьому залишався на 11,5 %
меншим, ніж у інтактних щурів
Примітка. * — p<0,05 порівняно
з вихідним значенням показника.
Таблиця 1
Динаміка вмісту глюкози
і маси тіла у тварин
з модельованим цукровим
діабетом, M±m
             Група
      Показник Конт- Діа-роль, бет,
n=11 n=13
Глюкоза крові, ммоль/л
Початкова 5,75± 19,33±
±0,43 ±0,27
Наприкінці 5,94± 22,7±
спостереження ±0,47 ±2,11
Маса тіла, г
Початкова 214,0± 183,0±
±16,1 ±16,5
Наприкінці 287,0± 195,0±
спостереження ±18,2* ±23,5
Таблиця 2
Вміст тіолових груп у гомогенаті тканини сітківки ока
за різних умов експериментального лікування,
мкМоль/г, M±m
Тіолові групи
                    Умови
SH- SS-
Загальні
SH- і SS-
Контроль, n=11 1,57±0,11 0,41±0,04 1,98±0,10
Діабет, n=13 0,92±0,07* 0,62±0,06* 1,54±0,07*
Авастин, n=12 1,09±0,10* 0,55±0,04* 1,64±0,06*
Ліпоєва кислота, n=10 1,23±0,07# 0,46±0,05 1,69±0,07
Авастин + ліпоєва кислота, n=11 1,39±0,12# 0,44±0,05# 1,83±0,08
Примітка. У табл. 2 і 3: * — p<0,05 порівняно з показником у щурів групи
контролю; # — p<0,05 — порівняно з показником у щурів з модельованим
цукровим діабетом.
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(р>0,05). Вміст дисульфідних
груп у щурів із застосуванням
авастину був на 34,1 % вищим,
ніж у щурів групи контролю
(р<0,05), і зменшувався, порів-
няно з аналогічним показником
у щурів з діабетом, на 11,3 %
(р>0,05). За умов застосуван-
ня ліпоєвої кислоти відповідні
показники становили 12,2 %
(р>0,05) та 25,8 % (р>0,05). При
поєднаному застосуванні ава-
стину та ліпоєвої кислоти ре-
єструвалося достовірне зни-
ження вмісту дисульфідних
груп, порівняно з показником
у нелікованих щурів (на 29,0 %;
р<0,05), при незначному (на
7,3 %; р>0,05) перевищенні
аналогічного показника в ін-
тактних щурів. Загальний вміст
тіолових і дисульфідних груп у
тканині сітківки ока на тлі за-
стосування лише авастину за-
лишалося на 17,2 % меншим,
ніж у інтактних тварин (р<0,05),
і при цьому перевищувало по-
казник у групі нелікованих щурів
із діабетом на 6,5 % (р>0,05).
У щурів із застосуванням ліпоє-
вої кислоти вказані показники
дорівнювали 14,5 % (р>0,05)
та 9,7 % (р>0,05), а в групі тва-
рин із комбінованим застосу-
ванням авастину та ліпоєвої
кислоти — 7,6 та 18,8 % (р>0,05;
див. табл. 2).
Вміст відновленої форми АК
у тканині сітківки щурів з діабе-
том був у 7,64 разу меншим,
ніж у інтактних тварин (р<0,05),
тимчасом як рівень окиснених
форм АК був зменшеним, по-
рівняно з аналогічним показни-
ком у групі контролю, в 1,94 разу
(р<0,05). При цьому загальний
вміст АК також був більш низь-
ким — у 5,57 разу порівняно
з групою контролю (р<0,05;
табл. 3).
Застосування авастину ви-
кликало зростання вмісту від-
новленої АК — у 2,1 разу по-
рівняно з аналогічним показ-
ником у діабетичних тварин,
які не отримували лікування
(р<0,05). При цьому досліджу-
ваний показник залишався у
3,6 разу меншим, ніж у інтакт-
них щурів (р<0,05). Подібні від-
мінності між групами у щурів
із застосуванням ліпоєвої кис-
лоти сягали 2,2 і 3,5 рази (р<
<0,05). Комбіноване застосу-
вання авастину та ліпоєвої кис-
лоти супроводжувалося збіль-
шенням вмісту відновленої
форми АК у 4,7 разу порівня-
но з показником у діабетичних
щурів без лікування (р<0,05);
при цьому відмінності з гру-
пою інтактних щурів станови-
ли 61,0 % (р<0,05). Слід зазна-
чити, що вміст відновленої АК
у групі тварин із поєднаним за-
стосуванням авастину та лі-
поєвої кислоти був достовірно
вищим, ніж при окремому за-
стосуванні лікувальних чинни-
ків — відповідно у 2,2 та 2,1 ра-
зу (р<0,05).
На тлі застосування авасти-
ну вміст окиснених форм АК
був меншим на 33,3 % порів-
няно з показником у групі ін-
тактних щурів (р<0,05). У щурів
із застосуванням ліпоєвої кис-
лоти реєструвалися зниження
вмісту окиснених форм АК по-
рівняно з групою контролю, а
також більш високий їх вміст
порівняно з діабетичними щу-
рами без лікування, показники
у яких не досягали рівня до-
стовірних відмінностей (р>0,05).
У групі щурів із поєднаним за-
стосуванням авастину та лі-
поєвої кислоти досліджуваний
показник достовірно переви-
щував такий, який реєстрував-
ся у щурів з діабетом, — в
1,71 разу (р<0,05) за відсут-
ності достовірних відмінностей
порівняно з аналогічним показ-
ником в інших групах спосте-
реження (р>0,05).
Загальний вміст АК під впли-
вом авастину достовірно зрос-
тав щодо такого в групі щурів
з діабетом без лікування — на
73,3 % (р<0,05) і при цьому був
на 67,3 % нижчим, ніж показ-
ник у групі контролю (р<0,05).
Аналогічні показники відмін-
ностей між групами для щурів
із застосуванням ліпоєвої кисло-
ти відповідно становили 47,3
та 65,7 % (р<0,05). Водночас
при поєднаному застосуванні
авастину та ліпоєвої кислоти
вміст АК перевищував показник
у групі щурів із діабетом без лі-
кування у 3,6 разу (р<0,05) і при
цьому залишався на 36,3 %
нижчим, ніж у інтактних щурів
(р<0,05; див. табл. 3). Слід на-
голосити, що загальний вміст
АК у групі щурів із поєднаним
застосуванням авастину та лі-
поєвої кислоти був вищим, ніж
при окремому їх використанні,
— відповідно у 2,0 та в 1,9 ра-
зу (р<0,05).
Коефіцієнт SH/SS у щурів із
діабетом знижувався щодо ви-
хідного рівня у 2,6 разу, тим-
часом як зниження коефіцієн-
Таблиця 3
Вміст аскорбінової кислоти у тканині сітківки ока
за різних умов експериментального лікування,
мМоль/г, M±m
Аскорбінова кислота
                    Умови Віднов- Окиснені Загальналена форми
Контроль, n=11 2,14±0,12 0,33±0,04 2,51±0,11
Діабет, n=13 0,28±0,04* 0,17±0,03* 0,45±0,04*
Авастин, n=12 0,60±0,06*# 0,22±0,05* 0,82±0,05*#
Ліпоєва кислота, n=10 0,62±0,07*# 0,24±0,05 0,86±0,06*#
Авастин + ліпоєва кислота, n=11 1,31±0,08*# 0,29±0,05# 1,60±0,06*#
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та для АК (відновлені/окиснені
форми) становило у 3,9 разу
(рис. 1). Під впливом авасти-
ну коефіцієнт SH/SS зростав,
порівняно з показником у щу-
рів із діабетом без лікування,
на 33,8 %, а для АК збільшен-
ня дорівнювало 65,4 %. Анало-
гічне зростання досліджуваних
показників за умов застосуван-
ня ліпоєвої кислоти відповідно
сягало 44,6 та 36,0 %. При по-
єднаному застосуванні авасти-
ну та ліпоєвої кислоти зрос-
тання коефіцієнта SH/SS, по-
рівняно зі щурами із діабетом
без лікування, дорівнювало у
2,1 разу, а для коефіцієнта АК
— у 2,7 разу (див. рис. 1).
Таким чином, наведені ре-
зультати засвідчили, що СТЦ-
викликаний діабет у щурів су-
проводжувався зменшенням
антиоксидантного потенціалу
в тканині сітківки, що проявля-
лося редукцією рівня тіолових
груп, загального вмісту АК, а
також зменшенням вмісту ре-
дукованої форми АК. Указані
зміни узгоджуються з резуль-
татами інших авторів [3; 12; 16]
і свідчать про патогенетичне
значення виснаження окисно-
відновних тіол-дисульфідної
та аскорбатної систем у меха-
нізмах розвитку ДР.
З другого боку, як авастин,
так і ліпоєва кислота забезпе-
чували збільшення продукції
тіолових груп, зменшували
вміст окснених форм АК. Зва-
жаючи на те, що основним
джерелом АК є харчові про-
дукти, а в організмі деяких тва-
рин (наприклад, морські свин-
ки) вони зовсім не синтезува-
лися [12], навіть за умов поєд-
наного застосування авастину
та ліпоєвої кислоти не спосте-
рігалося значного збільшення
рівня відновленої АК, якщо по-
казник відношення відновленої
до окиснених форм АК стано-
вив на третину меншу величи-
ну щодо такої, яка реєструва-
лась у групі інтактних щурів.
Можна стверджувати, що ме-
ханізм збільшення рівня АК
полягає у загальному зростан-
ні антиоксидантного потенціа-
лу і зниженні використання АК
для нейтралізації перекисних
сполук. Слід зазначити, що АК
викликає антиоксидантну дію
шляхом взаємодії з редукова-
ним глутатіоном і вітаміном Е
[12].
Разом із тим рівень віднов-
леного глутатіону зростав по-
рівняно більшою мірою, а до-
сліджуваний показник — спів-
відношення SH/SS — практич-
но повертався до величини,
яка реєструвалась у групі кон-
тролю, тимчасом як для ана-
логічного коефіцієнта АК збе-
рігалися відмінності з групою
інтактних щурів.
Отримані результати під-
тверджують перспективність
застосування авастину та ліпо-
євої кислоти в комплексному
лікуванні пацієнтів, які страж-
дають на ДР.
Висновки
1. Стрептозотоцин-індуко-
ваний ЦД у щурів призводив
до суттєвих змін з боку тіол-
дисульфідної та аскорбінової
окисно-відновних систем у тка-
нині сітківки ока, що свідчить
про порушення функції зору.
2. Застосування фармако-
логічного засобу авастину на
тлі експериментального діабе-
ту на 18,4–53,3 % (р<0,05) по-
кращувало досліджувані показ-
ники.
3. Введення альфа-ліпоєвої
кислоти також викликало ко-
ригувальні впливи в межах до
54,8 % (р<0,05).
4. Поєднане застосування
авастину й альфа-ліпоєвої кис-
лоти спричиняло достовірне
потенціювання фармакотера-
певтичних ефектів і суттєво по-
кращувало досліджувані пока-
зники.
5. Комбіноване використан-
ня вищенаведених фармако-
терапевтичних засобів можна
рекомендувати до застосуван-
ня в клінічній практиці.
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Рис. 1. Показники співвідношення відновлених і окиснених форм
тіол-дисульфідної та аскорбатної систем у щурів з діабетом за різних
умов експериментального лікування: I — інтактні тварини; II — вве-
дення стрептозтоцину; III — авастин; IV — ліпоєва кислота; V — авас-
тин + ліпоєва кислота; АКВ — аскорбінова кислота відновлена;
АКОФ — аскорбінова кислота, окиснені форми; *— p<0,05 порівняно
з показником у тварин групи контролю (інтактні щури); # — p<0,05 по-
рівняно з показником у щурів із діабетом
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